Effects of phosphorus deficiency and adenosine 5`-triphosphate (ATP) on growth and cell cycle of Prorocentrum donghaiense and Amphidinium carterae (Dinoflagellate) by 李美贞
学校编码：10384 
学号：22320141151343
         
硕  士  学  位  论  文
         
磷限制和三磷酸腺苷 (ATP) 对东海原甲藻和强壮
前沟藻生长与细胞周期的影响
         
Effects of phosphorus deficiency and
adenosine 5`-triphosphate (ATP) on growth
and cell cycle of Prorocentrum donghaiense
and Amphidinium carterae (Dinoflagellate)
         
李美贞
         
指导教师：林森杰   
         
专业名称：海洋生物学     
         
答辩日期：2017年5月   
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文原创性声明
         
         
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文中
以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活动规
范(试行)》。
         
         
另外，该学位论文为(                  )课题(组)的研究成果
，获得(                    )课题(组)经费或实验室的资助，在(
          )实验室完成。(请在以上括号内填写课题或课题组负责人或
实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别声明。)
         
         
         
声明人(签名)：
         
         
          年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文著作权使用声明
         
         
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法
》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文(包括纸质版和电子版)，允许学位论文进入厦门大学图书馆及其数
据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、硕士
学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇编出版
，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。
         
         
本学位论文属于：
         
         
(     )1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于
年 月 日解密，解密后适用上述授权。
         
         
(     )2.不保密，适用上述授权。
         
         
(请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员
会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公开
学位论文，均适用上述授权。)
         
         
         
声明人(签名)：
         
         
          年   月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘  要
         
         
磷 (Phosphorus， P) 是浮游植物生长所必须的营养元素之一，浮游植物可直接利
用的磷的形式是溶解态无机磷 (dissolved inorganic phosphorus， DIP)，然而
，海洋真光层中的DIP浓度常常低于浮游植物维持生长所需。在磷营养元素限制的
环境，浮游植物演化出了许多适应机制，包括利用溶解态有机磷 (dissolved
organic phosphorus， DOP) 作为磷源的补充。然而，关于磷限制如何影响浮游植
物细胞周期进程，光合作用，以及抑制种群生长的研究还很有限，并且，尚无研究
探索DOP在何种程度上使浮游植物细胞周期及种群生长恢复正常。甲藻是海洋浮游
植物的主要类群之一和海洋初级生产力的重要贡献者之一，并且有许多种类能够产
生有害藻华 (harmful algal bloom， HAB)。本实验以东海原甲藻 (Prorocentrum
donghaiense) 和强壮前沟藻 (Amphidinium carterae) 这两种造成过有害藻华的
甲藻为研究对象，通过观测生理现象，测定生化指标以及分子生物学手段，探究了
磷限制和有机磷化合物ATP (5`-三磷酸腺苷) 对其生长，生理状态与细胞周期的影
响。主要的实验方法与研究结果如下：
1. 在磷限制和ATP对P. donghaiense细胞生长与细胞周期的研究中，设置三个不同
的磷处理组，分别是无机磷组，ATP组 (ATP是培养体系中的唯一磷源) 和磷限制组
，并对P. donghaiense细胞进行无菌培养，检测三种条件下的细胞生长曲线，生长
率，细胞大小，培养基中DIP浓度，并用流式细胞术分析细胞周期进程。结果显示
，在无机磷培养条件下，P. donghaiense细胞在一个24 h昼夜周期中经历了一个完
整的细胞周期 (G1→S→G2M→G1)，此时细胞的瞬时生长率为0.40 d-1，实验培养
期间平均细胞大小为11.19 ± 0.06 μm。而在磷限制条件下，P. donghaiense细
胞种群的平均生长率仅仅只有0.09 d-1，细胞周期被抑制在G1期，细胞的平均大小
增加到11.65 ± 0.05 μm。当ATP为培养基中的唯一磷源时，P. donghaiense细胞
的生长率，细胞大小以及细胞周期进程均与DIP培养条件下的细胞相似。上述结果
表明，磷限制使P. donghaiense细胞周期阻断在DNA合成前，细胞不能通过细胞周
期检查点，或许磷限制的环境无法为细胞提供足够磷进行DNA的合成，或者不能使
通过检查点的蛋白质磷酸化后调控细胞周期，而细胞可进行正常的新陈代谢与物质
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合成，因此细胞逐渐增大。作为DOP的一种，ATP可以完全为P. donghaiense的生长
提供磷源，补充DIP的不足。
2. 在磷限制对A. carterae细胞生长与细胞周期的影响的研究中，探究了磷限制条
件下，A. carterae细胞的生长，细胞周期，细胞内固碳酶Rubisco的含量以及其他
生理生化参数。研究表明，在DIP充足的培养条件下，与P. donghaiense相同，A.
carterae细胞在一个24 h昼夜周期中具有完整的细胞周期，并且细胞生长率远远高
于磷限制组，而磷限制组的细胞周期被抑制在G1期，且细胞显著增大。这些结果说
明，与之前的研究结果相同，磷限制使A. carterae细胞无法完成DNA合成或细胞周
期检查点的磷酸化。随后我们发现，在磷限制条件下，A. carterae细胞整体的光
合效率 (Fv/Fm) 和Rubisco含量的降低并不显著，而细胞内有机碳、有机氮、蛋白
质含量显著地增加。因此可得出结论，磷限制时，这一甲藻能够继续进行光合作用
与固碳作用、氮吸收与蛋白质合成，且其产物能够积累在细胞内，导致细胞不断增
大却无法进行细胞分裂。这一现象或许是A. carterae适应磷限制的机制，如此一
来，当磷源得到补充时，细胞能快速恢复细胞周期并完成细胞分裂。
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Abstract
         
         
Phosphorus (P) is an essential nutrient element required for the growth of
phytoplankton. Dissolved inorganic phosphorus (DIP) is the preferred form of P
for phytoplankton. However, DIP in the euphotic zone often falls below growth-
limiting concentrations in many parts of the ocean. Thus, phytoplankton have
evolved adaptive mechanisms to cope with the shortage of DIP, including the
utilization of dissolved organic phosphorus (DOP) when DIP is limited. How DIP
deficiency affects the progression of the cell division cycle and photosynthesis,
and how well DOP can restore normal cell cycle in phytoplankton is unclear,
however. Dinoflagellates are an important group of phytoplankton in marine
ecosystems and a major contributor of marine primary production, many species
of which also cause harmful algal blooms (HABs). Here we investigated the
effects of DIP limitation and supply of adenosine 5`-triphosphate (ATP) as sole P-
source on the growth and cell cycle in Prorocentrum donghaiense and the effects
of DIP limitation on Amphidinium carterae through the observation of physiology,
biochemical criterions, and molecular biology, two common harmful algae bloom
dinoflagellates. The methology and results are following:
1. In the study on impacts of P limitation and ATP on the growth and cell cyle of
P. donghaiense, three P treatments were set up: DIP-replete group, ATP group
(where ATP was both DOP and the unique P resource), and P-deprived group. P.
donghaiense cells were cultured under axenic condition (treated with antibiotics).
Cell growth curve, growth rate, cell size, DIP concentration in the media, and cell
cycle progression with flow cytometry were measured during the experimental
period. Results showed that part of the culture under DIP-replete condition
progressed through a complete cell cycle (G1→S→G2M→G1) in 24 h with a
typical diel rhythm of each phase, exhibiting a daily growth rate of 0.40 d-1 and
average cell size 11.19 ± 0.06 μm in equivalent spherical diameter. Under
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phosphorus deficiency, population growth of P. donghaiense averaged at 0.09 d-1
and the cell cycle was blocked in G1 phase, while cell size averaged at 11.65 ±
0.05 μm. When DIP was replaced by ATP at equivalent molar concentration, the
cultures displayed similar growth rate, cell size, and cell cycle oscillation as in the
DIP-replete treatment. The results suggest that phosphorus deficiency blocks the
cell cycle due to the inability to complete DNA duplication or check-point protein
phosphorylation while still allowing photosynthesis and metabolisms, and that
DOP such as ATP can fully complement DIP in P. donghaiense.
2. In the present study on the effects of P deficiency on the growth and cell cycle
of Amphidinium carterae, we investigated the impact of P deficiency on the cell
division cycle, the abundance of the carbon-fixing enzyme Rubisco, and other
cellular characteristics in the Gymnodiniales peridinin-plastid species
Amphidinium carterae. We found that under P-replete condition, the cell cycle
actively progressed in the culture in a 24-h diel cycle with daily growth rates
markedly higher than the P-deficient cultures, in which cells were arrested in the
G1 phase and cell size significantly enlarged. The results suggest that, as in
previously studied dinoflagellates, P deficiency likely disenables A. carterae to
complete DNA duplication or check-point protein phosphorylation. We further
found that under P-deficient condition, overall photosystem II quantum efficiency
(Fv/Fm) and Rubisco abundance decreased but not significantly, while cellular
contents of carbon, nitrogen, and proteins increased significantly. These
observations indicated that under P-deficiency, this dinoflagellate was able to
continue photosynthesis, carbon fixation, and nitrogen uptake and assimilation,
such that proteins and photosynthetically fixed carbon could accumulate resulting
in continued cell growth in the absence of division. This is likely an adaptive
strategy thereby P-limited cells can be ready to resume the cell division cycle
upon resupply of phosphorus.
         
Keywords: Prorocentrum donghaiense; Amphidinium carterae; Phosphorus
deficiency; adenosine 5`-triphosphate (ATP); Cell cycle; Cell size
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